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論 文 内 容 の 要 旨 
 ヌクレオチド加水分解酵素は様々な生物種で幅広く分布しており、代謝経路の調節や、有害なヌクレオチドの分解
によるゲノム安定性の維持など、生体内で重要な働きを担っている。その一方で、特徴的な配列モチーフに基づいて
のみ、ヌクレオチド加水分解酵素として同定されているタンパク質も多数存在し、これらの機能同定はポストゲノム
のタンパク質科学における重要な課題の一つである。高度好熱菌由来 dNTP トリホスホヒドラーゼ（Tt-dNTPase）
は、活性に必須なヒスチジンとアスパラギン酸を持ち、リン酸ジエステル加水分解酵素に広く保存されている HD ド
メインというモチーフを持つ機能未知タンパク質であったが、私の研究から DNA 合成の原料である正常なデオキシ
リボヌクレオシド三リン酸（dNTP）をデオキシリボヌクレオシドと無機三リン酸に、幅広い塩基特異性を持って分
解するタンパク質であることが明らかになった。この分解活性の発現にはマグネシウム（Mg2+）と複数種類の dNTP
の存在が必須であるため、Tt-dNTPase はタンパク質分子内で何らかの制御機構を持っている可能性が示唆された。 
 dNTP 新規合成系に関与する酵素は、最終産物である dNTP の合成量を調節する目的で、ヌクレオチドの結合によ
る分子内制御機構を保持しているという報告が多く、Tt-dNTPase が未だ解明されていない新規のヌクレオチド代謝
経路に関わる可能性が考えられる。本研究では、Tt-dNTPase の幅広い基質特異性や、複雑な制御機構の詳細を分子
機能の面から明らかにする目的で、生化学的、構造生物学的解析を行った。 
 Tt-dNTPase のセレノメチオニン置換体を作製し、単波長異常分散法を用いて X 線結晶構造解析を行った。分解能
2.2Åでの構造解析に成功し、Tt-dNTPase は３回軸を持つ三量体リング２つが、境界面に２回軸を有して２つ連なっ
た、ホモ六量体を形成していることが明らかになった。サブユニットは 19 個のαヘリックスから成り、その内部に
は活性部位の HD ドメインを含む６つのαヘリックスが存在した。高度に保存された残基に配位する金属イオンの位
置と、HD ドメインを持つ他のタンパク質の基質複合体構造との構造比較から、６つのαヘリックスの中心に活性部
位が存在すると考えられた。その情報に基づいて活性部位に dNTP が結合したモデルを作成したところ、活性部位に
は核酸塩基を特異的に認識する残基はほとんど存在しなかったが、リン酸基を認識する残基は多数存在することが示
唆された。一方、分子機能解析からは Tt-dNTPase は非天然 dNTP を含む様々な dNTP を分解するが、dNDP、dNMP
は分解しない結果が得られた。これらのことから、活性部位における基質認識には三リン酸の認識が重要であること
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が明らかになった。 
 次に、複数の dNTP 存在下での活性化機構に対する知見を得るために、X 線小角散乱法を用いて、dNTP、マグネ
シウム存在下での Tt-dNTPase の構造変化の有無について調べた。溶液中での分子の平均的な回転半径を表す慣性半
径は、Mg2＋ 存在下、Mg2＋/dNTP 共存下で有意に大きい値を示した。一方で、dNTP 存在下では変化が見られなか
った。また、Mg2＋存在下と Mg2＋/dNTP 共存下の値を比較すると、後者の方が小さい値を示した。これらのことから、
Tt-dNTPase は Mg2＋ の結合により広がった構造を形成し、この場合にのみ、dNTP によるさらなる構造変化が誘導
されることが示唆された。以上の結果と、更なる速度論的解析のデータとをあわせて、dNTP 制御機構と構造変化と
の関係を考察し、立体構造に基づいた dNTP 多段階認識モデルを提案した。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 高度好熱菌由来 dNTP トリホスホヒドロラーゼ（Tt-dNTPase）は機能未知タンパク質であったが、分子機能解析
の結果、DNA 合成に必要な dNTP をデオキシリボヌクレオシドと無機三リン酸とに加水分解するタンパク質である
ことを明らかにした。さらに、Tt-dNTPase の X 線結晶構造解析を行い、立体構造にもとづいた分子機能の解析を可
能にした。 
 よって、本論文は博士（理学）の学位論文として十分価値あるものと認める。 
